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Physcia tenella likeni, ¢ogunlukla kiregli ortamlara uyum saglamis olup kalkerli
kayaglar ve duvar ylizeylerinde yaygin olarak gézlemlenmektedir. Bu liken tiirii, kirsal
alanlar, ormanlik bdlgeler ve daglik alanlar gibi habitatlarda genis bir yayilim
gostermektedir. Literatiirdeki calismalar, P. tenella’nin hava kirleticileri ve diger
cevresel stres etmenlerine karsi belirli bir toleransa sahip oldugunu ortaya koymakta
ve likenin biyokimyasal igerigindeki aktif bilesenlerin farmasotik ve biyoteknolojik
potansiyel tasidigini vurgulamaktadir. Bu ¢alismanin amaci, ¢esitli hidrojen peroksit
(H202) dozlarina karst P. tenella likeninin koruyucu rolini belirlemektir. Bu
kapsamda, liken uygulamasinin kok ucu meristem hiicrelerindeki kromozomal
bozulmalar, DNA yapisindaki degisiklikler ve hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri analiz
edilmistir. Arastirma sonucunda, P. tenella likeninin, Allium cepa bitkisinin kék ucu
meristem hucrelerinde H202 kaynakli hasara karst koruyucu bir 6zellik sergiledigi ve
bu koruyucu etkinin H2O2’nin farkli konsantrasyonlarinda gézlemlenebildigi tespit
edilmistir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EVALUATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF PHYSCIA TENELLA
LICHEN AGAINST GENOTOXIC DAMAGE iN ALLIUM CEPA L. ROOT TIP
GERM CELLS
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Physcia tenella lichen is mostly adapted to calcareous environments and is commonly
observed on calcareous rocks and wall surfaces. This lichen species is widely distributed in
habitats such as rural areas, woodlands and mountainous areas. Studies in the literature
reveal that P. tenella has a certain tolerance to air pollutants and other environmental
stressors and emphasize that the active components in the biochemical content of the lichen
have pharmaceutical and biotechnological potential. The aim of this study was to determine
the protective role of P. tenella lichen against various doses of hydrogen peroxide (H20.).
In this context, the effects of lichen application on chromosomal disruptions, changes in
DNA structure and cell viability in root tip meristem cells were analyzed. As a result of the
study, it was determined that P. tenella lichen exhibited a protective property against H20-
induced damage in root tip meristem cells of Allium cepa plant and this protective effect
could be observed at different concentrations of H20».
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Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

ug : Mikrogram

pl : Mikrolitre

MM : Mikromolar

mL : Mililitre

cm :Santimetre

Kisaltmalar Aciklamalar

A. cepa : Allium cepa

DNA : Deoksiribonukleik Asit
EDTA : Etilendiamintetraasetik Asit
HCL : Hidroklorik Asit

H202 : Hidrojen Peroksit

Ml : Mitotik Indeks

P. tenella : Physcia tenella

SD : Standart Sapma

SCE : Kardes Kromatid Degisimi
EtBr : Etidyum Bromr

dk : Dakika

oS - Oksidatif stres

FUM : Fumarprotocetraric acid
ROS - Reaktif oksijen tiirevi
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1. GIRIS

Dogal savunma mekanizmasina sahip organizmalar stres kosullarina kars1 ¢esitli savunma
sistemi gelistirmistir. Bu mekanizmalar arasinda yer alan oksidatif stresle miicadelede
likenlerin etkin rolii yapilan arastirmalar ile ispatlanmistir. Likenlerden P. tenella tir,
dogal olarak gelistirdigi savunma amagh iirettigi sekonder metobolitler biyolojik diizeyde
stres uyaricisi gibi faktorlere 6nemli bir koruma saglar. Bu ¢alismanin temel amaci, hidrojen
peroksitin (H202) olusturdugu hasara kars1 P. tenella likeninin gosterdigi koruyucu etkiler

ile hidrojen peroksitin Allium cepa Uzerindeki toksik edici etkilerinin azaltilmasidir.

Calismada A. cepa kok meristem hiicreleri {izerinde yapilan deneylerle P. tenella likeninin
hidrojen peroksitin olusturdugu hasarlara kars1 gosterdigi koruyucu etki morfolojik olarak,
DNA hasar1 ve kromozomal bozulmalar arastirilarak ortaya konulmustur. Kok ucu meristem
hicreleri, yiksek diizeyde hiicre boluinmesi ve DNA sentezi gostermeleri nedeniyle genetik
hasarin incelenmesi acisindan 6nemli bir model sistem olusturmaktadir. Bu dogrultuda,
hidrojen peroksit gibi reaktif molekillerin genotoksik etkilerinin arastirilmasi, dogada
bulunan biyokimyasal savunma mekanizmalarinin degerlendirilmesi bakimindan kritik bir
Oneme sahiptir. P. tenella likeninin farkli konsantrasyonlarinin hidrojen peroksit hasarina
kars1 gosterdigi koruyucu etkiler detayli bir sekilde degerlendirilmistir. Bu ¢alisma ile

Canlilik testi, Komet testi ve Kromozomal bozulma testleri ile etkiler ortaya konulmustur.

Arastirma siirecinde A. cepa kok ucu hiicrelerinin hidrojen peroksite maruz birakilmasi
sonucunda gozlemlenen genotoksik etkiler, P. tenella likeninin koruyucu potansiyelinin
degerlendirilmesiyle anlamli bir sekilde iliskilendirilmistir. Elde edilen bulgular, likenin
genetik hasar1 azaltmadaki etkinligini ortaya koyarken, stres kosullarina kars1 savunma
mekanizmalarin1 destekleyen Ozellikleride vurgulamistir. Arastirma sonuglari, dogal
biyoaktif maddelerin genetik stabilite Uzerindeki etkilerini anlamak agisindan da 6nemli

katkilar sunmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H202), gucli bir oksitleyici ajan olup dezenfektanlarda, kozmetik
urinlerde, agarticilarda, dis macunlarinda, kumas temizleyicilerinde ve deterjanlar gibi
cesitli endiistriyel triinlerde yaygin bir kullanima sahiptir (Goyal vd., 2022). Bunun yani
sira, aginma etkileri ile lipit peroksidasyonunu tetikleyebilecek oksijen gazi salinimi gibi
etkiler gozlenebilir (Jaganjac vd., 2021). Bu Ozellikleri nedeniyle hidrojen peroksitin
biyolojik sistemlerdeki etkilerini anlamaya yonelik ¢alismalar, potansiyel zararlarini ve bu

sistemlerdeki roliinii agiga ¢ikarmak agisindan 6nemlidir (Kotha vd., 2022).

Hidrojen peroksit, bitkilerde ve diger organizmalarda metabolik reaksiyonlar sonucu olusan
ve hiicresel stres ile iligkilendirilen bir bilesiktir. Yiiksek konsantrasyonlarda hidrojen
peroksit maruziyeti, bitki hiicrelerinde oksidatif hasara yol acabilmektedir. Ozellikle kok
ucu meristem hiicrelerine etki ederek, hiicre boliinmesini, biiylimesini ve farklilasmasini
olumsuz yonde etkiler. Hidrojen peroksitin kdk ucu meristem hiicrelerine verdigi zarar,
DNA hasari, protein bozulmasi ve hiicresel membran hasari gibi etkiler ¢esitli mekanizmalar
araciligiyla gerceklesmektedir (Piatnytskyi ve Volkov, 2023). Hidrojen peroksitin kok ucu
meristem hiicrelerine verdigi zarar, bitkinin genel biliylimesini ve gelisimini
etkileyebilmektedir. Kok ucu meristem hiicrelerinin saglikli ve verimli bir sekilde ¢alismasi,
bitkinin topraktan su ve besin maddelerini emmesi ve biiylimesi i¢in 6nemlidir. Dolayisiyla,
hidrojen peroksitin bu hassas hiicrelere verdigi zarar, bitki biiytimesi ve verimliligi {izerinde
olumsuz etkilere sahiptir (Sen ve Imlay, 2021). Hidrojen peroksit, A. cepa kok ucu meristem
hicrelerine zarar verebilecek potansiyel bir toksik maddedir. Bu nedenle, bitki yetistiricileri
ve arastirmacilar, bitkilerin bu tiir stres faktorlerine karsi hassasligini anlamak ve korumak
icin ¢alismalarimi siirdiirmektedirler. Hidrojen peroksit biyolojik sistemlerde c¢esitli
fizyolojik siireclerde 6nemli bir rol oynayan reaktif bir oksijen tiiriidiir. Son yillarda,
hidrojen peroksitin biyolojik sistemler {izerindeki etkilerini anlamak amaciyla bir dizi
akademik ¢alisma yapilmistir. (Kwon vd., 2015). Bu ¢alismalar, hidrojen peroksitin hiicresel
sinyalleme, stres cevabi, antioksidan savunma sistemi ve hastalik patofizyolojisi gibi ¢esitli
yonlerini aragtirmiglardir. (Kwon vd., 2015). Biyolojik sistemlerde stres cevabi
mekanizmalar1 {izerine yapilan caligmalar, hidrojen peroksitin hiicrelerin antioksidan
savunma sistemini uyarabilecegini géstermektedir (Kwon vd., 2015). Bununla birlikte, asir1
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hidrojen peroksit dUretimi veya birikimi durumunda hicrelerde oksidatif hasara yol
acabilecegi bilinmektedir. Hidrojen peroksidin hastalik patofizyolojisi tlizerindeki etkileri
lizerine yapilan ¢aligsmalar, bu bilesigin inflamasyon, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve

norodejeneratif hastaliklar gibi birgok hastalikta rol oynayabilecegini 6ne siirmektedir (Ajila

ve Rao, 2008).

Hidrojen peroksit (H202), organizmaya dis ¢evreden alinabilecegi gibi; kuraklik, diisiik
sicaklik, ultraviyole (UV) 1sinlara maruz kalma, yiiksek 151k siddeti ve patojen aktivasyonu
gibi stres kosullar1 altinda da olusabilir. Bununla birlikte, hiicre igerisinde kloroplast,
mitokondri, endoplazmik retikulum gibi organellerde; plazma zarindaki elektron tagima
sistemi ve fotorespirasyon siireci sirasinda endojen olarak sentezlenmektedir. (Sharma vd.,
2012). Hidrojen peroksit (H202), son derece reaktif bir oksidan olup hiicredeki gesitli
biyolojik makromolekiillere zarar verebilecek yiksek oksitleyici potansiyele sahiptir
(Halliwell, 2006). Hidrojen peroksitin (H202) genotoksik ve sitotoksik etkileri; maruz
kalinan konsantrasyona, etki ettigi doku ya da hiicresel bolgeye ve etki siiresine bagli olarak

degisiklik gosterebilmekte, bu nedenle organizmalardaki toksisite diizeyi farklilik arz

edebilmektedir (Gechev ve Hille, 2005).

Hidrojen peroksitin (H202) uzun yar1 6mrii ve kii¢iik molekiiler yapisi, hiicresel zarlar
gecmesine ve hiicre i¢i farklh bolgeler arasinda serbestge tasinmasina olanak tanimaktadir.
Lipidlerde ¢ozlinebilen H202, biyolojik membranlardan gecerek hiicre igerisine veya
hiicreler arasi alanlara difiizyon yoluyla ya da su kanallar1 araciligiyla taginabilmekte ve bu
yolla hiicresel hasara neden olabilmektedir. Ayrica DNA iizerinde de hasar
olusturabilmekte; bu hasarlar arasinda baz modifikasyonlart ve niikleik asit ipliklerinde

kopmalar yer almaktadir (Plaine, 1955).

Hidrojen peroksit (H202), enzim inhibisyonuna ve birgok biyolojik makromolekdilin
bozulmasina yol agmaktadir. Ozellikle lipit peroksidasyonu ile birlikte seker ve proteinlerin
oksidasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Ozcan vd., 2015). Hiicresel diizeyde nekroz ve
apoptoz gibi programli veya program disi hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir. Yapilan
caligmalar, diisik konsantrasyonlardaki H>O2’nin apoptozu tetiklerken ylksek

konsantrasyonlarda ise nekroza neden oldugunu ortaya koymustur (Lennon ve Cotter, 1991).



2.2. Allium cepa L.

Allium cepa L. (sogan bitkisi), biiyiime oranlarinin ve kimyasal sistemlerinin in vitro zararin
belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir model organizmadir. Ozellikle mitotik indeks,
kok blyumesi ve kromozom yapisindaki degisiklikler bu bitki ile kolaylikla
incelenebilmektedir. A. cepa, toksikolojik arastirmalarda kimyasal ajanlarin biyolojik
etkilerini ortaya koyabilmek icin 6nemli kullanilan 6nemli bir test organizmadir (Gadano
vd., 2002).

Bitki kokleri, biyolojik incelemeler icin olduk¢a uygun model sistemlerdir. Dogal
ortamlarinda toprak ve suyoluyla yayilan cgesitli kimyasal ajanlara dogrudan maruz
kalmalari, onlar1 toksikolojik ve fizyolojik calismalar acisindan degerli bir biyolojik
materyal haline getirmektedir. Bu kimyasallarin etkilerini degerlendirmek amaciyla siklikla
kok ucu sistemi kullanilmakta, hizli biiyiime gosteren kokler {izerinde makroskobik ve
mikroskobik diizeyde gergeklestirilen analizlerle hiicresel diizeyde niteliksel ve niceliksel

veriler elde edilebilmektedir (Tkachuk ve Zelena, 2022).

1980°1i yillardan itibaren Allium cepa bitkisi, deneysel ¢alismalarda model organizma olarak
kullanilmaya baglanmig; Grant’in  gerceklestirdigi  kapsamli literatiir caligmalari
dogrultusunda, ABD Cevre Koruma Ajansi'nin (EPA) Genotoksisite Programi raporunda,
kimyasallarin yol a¢tigi kromozomal hasarin degerlendirilmesinde Allium testinin rutin
olarak kullanilan yontemler arasinda yer almasina katki saglamigtir. Giiniimiizde Allium
testi, bir¢ok laboratuvarda yaygin olarak bilinen ve uygulanan bir yontem haline gelmistir.
Genis bir uygulama alanina sahip olan bu test, ¢evre kirliliginin belirlenmesinde etkili bir
biyolojik gosterge olarak kullanilmakta ve ¢evresel kirleticilerin zararli etkilerini ortaya
koymak amactyla in vivo bir model sistem olarak tercih edilmektedir. A. cepa kok sistemi;
acik ve sabit kromozom sayisina sahip olmasi, mitotik evrelerin mikroskobik olarak net
sekilde gozlemlenebilmesi, kimyasal etkilere hizli ve hassas tepki verebilmesi, kromozom
morfolojisindeki cesitlilik ve etkisiz kosullarda kromozomal hasarin nadir goriilmesi gibi
ozellikleriyle bu tiir ¢aligmalar icin son derece uygundur. Ayrica, diisiik maliyetli olmas1
nedeniyle A. cepa testi, genetik materyal tizerinde kirilma, kopma veya mutajenik etkilerin
degerlendirilmesinde 6nemli bilgiler saglayan etkili bir biyoindikator sistem olarak 6ne

cikmaktadir (Grant, 1982).



Allium testi, bitkisel bir model organizma olan A. cepa bitkisinin kullanildig1 bir dizi
biyolojik testi ifade eder. Bu testler genellikle cevresel toksisiteyi belirlemek, cevresel
kirleticilerin ve potansiyel kanserojen maddelerin etkilerini degerlendirmek amaciyla
yapilan deneylerdir. Bu testlerde, populler bir model organizma olarak A. cepa siklikla
kullanilir ¢iinkii kolaylikla yetistirilebilir, hizli biiyiir ve hiicrelerinin biiyiime ve boliinme
strecleri gorsel olarak izlenebilmektedir. A. cepa kdk ucu meristem hicreleri, bitki
bliylimesi ve gelisimi i¢in hayati 6neme sahip olan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin zarar gérmesi,
bitkinin biiyiimesini ve saglikli gelisimini etkileyerek, bu hassas hiicreler tizerinde zararli

etkilere neden olabilmektedir (Tedesco ve Laughinghouse, 2012; Soodan vd., 2015).

A. cepa bitkisi geg¢misten giiniimiize kadar toksisitenin izlenmesi, kromozomal
anormalliklerin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Fiskesj6,1985). A. cepa ¢cimlendirildikten
sonra kokleri belirli doza maruz birakilir. Kimyasal maddelerin bitkilere etki etmesi sonucu
bitkilerin mitoz evresinde kromozomlarinda bazi anomaliler gergeklesir. Bu anomaliler
metafazda kromozomlarin dagilmis olmasi (C-Mitoz), Kromozomlarin normalden daha kisa
ve kalin olmasi (Kalin Kromozom), Metafaz tablasinda bulunan kromozomlardan ayr1 bir
grup kromozomun olusmasi (Ig Yarilmasi), Ig yarilmasi sonucunda kromozomlarn iki den
fazla kutba ¢ekilmesi sonucu olusan anafaz ve telofaz (Multipolar Anafaz ve Telofaz) gibi

bazi kromozom anormalleri tespit edilir (Bianchi vd. 2016).
2.3. Likenler

Likenler, mikobiyont adi verilen bir mantar ile fotobiyont olarak gorev yapan fotosentetik
yesil alg ve/veya siyanobakterilerden olusan, siirekli ve ototrofik bir mutualistik yasam
formudur. Bu simbiyotik iliskide, mikobiyontun birliktelikten daha fazla yarar sagladigi,
buna karsin algin serbest yasam formlarina kiyasla daha zayif gelisim gosterdigi
bilinmektedir. Bu nedenle, giiniimiizde liken birlikteligi klasik anlamda bir mutualizmden
ziyade, kontrollii bir parazitizm 6rnegi olarak da degerlendirilmektedir (Ahmadjian, 1993).
Liken birlikteliklerinde mikobiyont (mantar), yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmek,
biiyiimek ve tiremek i¢in gerekli olan karbon kaynagini fotobiyonttan (alg) temin ederken
fotobiyont ise fotosentez i¢in gerekli olan su ve mineral maddeleri mikobiyont araciligiyla
saglar (Nash, 1996; Dayan ve Romagni, 2001). Son yillarda, 6zellikle biyoteknoloji alaninda
alternatif bir biyolojik organizma kaynagi olarak tercih edilen likenler, kok sistemi ve

kutikula tabakasinin bulunmamasi nedeniyle, ¢evresel kirleticileri dnemli 6lgiide biriktirme
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kapasitesine sahip biyolojik organizmalar olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu 6zellikleri, likenlerin
cevresel streslere karsi yiiksek derecede tolerans gosterebilmelerini saglamaktadir. Ayrica
likenler, genellikle sadece bu organizmalara 6zgi olan ve 'liken maddeleri' olarak bilinen
cesitli rganik ve inorganik metabolitleri hucrelerinede Uretebilmektedirler. (Cantoni vd.,
1989). Likenlerin yapisina katilan alg ve mantar cinsleri tespit edilmis olup, Cyanobacteria
ve Chlorophyta’ya ait cinsler yapiya katilmakta, mantarlardan da ¢ogunlukla Ascomycetes
ve nadir olarak Basidiomycetes’e ait cinsler yapiya katilmaktadir. Tiirkiye’den bilinen

likenlesmis mantar sayist 1300 civarindadir. (Ahmadjian, 1995).

Ototrofik algler ile mantar hiflerinin bir araya gelerek tabakalar halinde olusturdugu yapilar,
kok ve kutikula tabakasindan yoksun, uzun Omiirlii ve yavas biiyiiyen ortak bir "tallus"
meydana getirir (Ahmadjian, 1995). Yapiya dahil olan mantar ve alg tiirleri, yalnizca

tallustan kesit alinip mikroskopik inceleme yapildiginda belirlenebilir (Hale, 1990).

Liken birlikteliginde mantar ve alg ortaklar1 birbirinden karsilikli fayda saglarlar. Mantar
ortagi alg ortaginin fototsentez yapmasi icin gerekli olan karbondioksit ve suyu temin eder.

Alg ortagi ise fotosentez sonucunda elde edilen besin ve oksijeni saglar (Demmig vd., 1990)

Likenler, cogunlukla 1sik yogunlugunun fazla oldugu ortamlarda yasarlar. Isik
yogunlugunun fotobiyontun fotosentez sistemine zarar vermesini engellemek amaciyla,
mantarlar parlak sari, turuncu, gri ve kirmizi renkte metabolitler liretir. Bu metabolitler, ayn

zamanda likenlerin farkli gevresel kosullara adaptasyon yeteneklerini de artirir (Blanco vd.,
2006).

Likenler, diinyanin karasal ekosistemlerinin biiytik bir kisminda genis ylizey alanlarina sahip
olup ayn1 zamanda su kiyisinda da uzun yillar boyunca yagsamlarini siirdiirebilirler. Likenler,
yasadiklar1 habitatlar hakkinda degerli bilgiler sunar. Yiiksek sicaklik ve kuraklik gibi
olumsuz ¢evresel sartlara dayanabilen organizmalardir. Ayrica bazi hassas liken tiirleri hava
kirliligi gibi olumsuz kosullarda fotobiyontlarinin zarar goérmesi nedeniyle hayatta

kalamazlar (@vstedal ve Smith, 2001).

Likenler, yasadiklar1 ¢evre kosullar1 ve birlikte bulunduklar1 bitkilerin durumlarina gore
morfolojik olarak ti¢ gruba ayrilir. Kabuksu (crustose) likenler, ince ve yassi talluslara sahip
olup substratlarina hiflerini yerlestirerek endolitik (tas i¢i) likenler olarak tanimlanirlar.

Yapraksi (foliose) likenler, loblu veya kiglk talluslara sahip olup genellikle toprak Ustii



ortamlarda bulunurlar ve substratlarina renksiz, tiiysii emici hifler uzatirlar. Dalsi-¢alimsi
(fruticose) likenler ise dik talluslara sahip olup, ¢ogunlukla agaglardan sarkar ve morfolojik

olarak biiyiik yapilar olustururlar (Printzen, 2009).

Likenler, diinya genelinde yiizlerce y1l boyunca yalnizca hastaliklarin tedavisinde degil, ayni
zamanda hayvansal besin, parfum, alkol Gretimi, boya, zehir ve dekorasyon gibi pek ¢ok
farkli alanda da kullamilmistir. Eski caglarda, likenlerin sekillerine dayanarak tedavi
yontemleri gelistirilmisken 20. yiizyildan itibaren laboratuvar tekniklerindeki ilerlemelerle
birlikte, likenlerin mikrobiyolojik ve farmakolojik 6zellikleri daha ayrintili bir sekilde
arastirilmaya baslanmis ve bu sayede pek cok hastaligin tedavisinde Onemli katkilar

saglanmigtir (Bhagarathi vd., 2023).

2.4. Physcia tenella (Scop.) DC.

P. tenella (Scop.) DC. liken tiiriine iliskin yapilan akademik ¢alismalar, bu liken tiirliniin
ekolojik ve biyokimyasal ozelliklerini anlamak, c¢evresel degisikliklere olan tepkilerini
degerlendirmek ve potansiyel farmasotik veya biyoteknolojik uygulamalarini kesfetmek
amaciyla yiritilmistir. (Kachinskaya, 2015; Dresler vd., 2021). Arastirmalar, P.
tenella'nin genellikle kiregli ortamlari tercih ettigini ve bu nedenle kalkerli kayalarda veya
duvarlarda daha sik bulundugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, bu liken tiliriiniin genellikle
kirsal alanlarda, ormanlarda ve daglik bolgelerde yaygin oldugu belirlenmistir.
(Kachinskaya, 2015; Dresler vd., 2021). Bunun yaninda, bu likenin havadaki kirleticilere
ve diger cevresel streslere karsi belirli bir toleransa sahip oldugu da saptanmistir. Bazi
caligmalar, P. tenella'nin biyokimyasal igerigini inceleyerek igerdigi aktif bilesenlerin
farmasotik veya biyoteknolojik potansiyelini ortaya koymustur. Ozellikle bu liken tiirtinde
bulunan baz1 bilesenlerin antimikrobiyal veya antioksidan aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir (Kachinskaya, 2015; Dresler vd., 2021).

P. tenella, kalkerli kayalar1 da igeren zengin substratlari tercih etmekle birlikte, cogunlukla
agac kabugu iizerinde bulunur. Bu liken tiirii, yiikseklik artisina tepki olarak bollugu artan
oncii bir tiir olarak kabul edilmektedir. Azotlu bilesiklerin seviyelerine olan duyarliligi,
Antartika'da bildirilen P. caesia ve P. dubia gibi diger tiirlerden farklilik gosterir. P. dubia,
marjinal kirpikli ve yiikseltici tallusun varligi ile ayirt edilirken, P. caesia daha genis loblara

ve K+ sar1 reaksiyonu gosteren kimyasal bir profile sahiptir. P. tenella'ya en ¢ok benzeyen



tlrlerden biri P. adscendens'tir; ancak bu tiir, migfer seklinde soralya varligi ile farklilagir
(Edwards ve Coppins, 2009).

2.5. Physcia tenella’min Morfolojik ve Kimyasal Ozellikleri

P. tenella, ince ve kiigiik loblu gri-yesil bir iist yiizeye sahip olmasiyla dikkat ¢eker. Ust
ylizey, algler ve siyanobakterilerin simbiyotik olarak yer aldig1 bir yapidir. Bu fotosentetik
organizmalar, mantar hiicreleri i¢in organik karbon saglar. Tiir hem eseyli hem de eseysiz
lireme stratejilerine sahiptir. Apoteysiler, tliriin genetik cesitliligini artiran ve yeni koloniler
olugmasina olanak tantyan yapilar olarak one ¢ikar. Kahverengi veya siyah renkte olan bu

yuvarlak yapilar, iist yiizeyde belirgin bir sekilde yer alir (Culberson, 1972).

Kimyasal yapisi, P. tenella'y1 6zellikle biyoteknolojik ve farmasdotik aragtirmalar igin cazip
kilmaktadir. ikincil metabolitler acisindan olduk¢a zengin olan tiir, depsidonlar, depsidler
ve usnik asit gibi bilesenler icerir. Bu metabolitlerin, ¢evresel streslere karsi savunma
mekanizmalarinda 6nemli rol oynadig: bilinmektedir. Ornegin, usnik asit ultraviyole 1ginlara
maruz kalma durumunda koruyucu bir tabaka olusturarak hiicre yapilarinin zarar gérmesini
engeller. Ayni zamanda antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikler sergileyerek biyoteknolojik

ve farmasoétik uygulamalarda kullanim potansiyeline sahiptir (Purvis vd., 1992).

P. tenella’nin morfolojik ve kimyasal 6zellikleri, sadece simbiyotik yagaminin devamliligini
saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda degisen ¢evresel kosullara uyum saglamasina da yardimci
olur. Bu tiriin ekosistem igindeki rolt ve cevresel stres faktorlerine dayanikliligi, onu
ekolojik c¢alismalarda 6nemli bir model tiir haline getirmistir. Ayrica, biyokimyasal
bilesenleri sayesinde ¢esitli tibbi ve endiistriyel uygulamalara katki sunma potansiyeline de

sahiptir. Bu ozellikleri, P. tenella'y1 ¢ok yonlii bir aragtirma konusu olarak 6ne ¢itkamaktadir.

Bu ¢alismada, hidrojen peroksitin neden oldugu oksidatif hasara kars1 P. tenella likeninin
koruyucu roll, A. cepa bitkisi kullanilarak arastirilmistir. Deneyler kapsaminda, P. tenella
likeninin toksik hasara karsi etkisi komet testi, asetokarmin boyama yoéntemi ve hiicre

canlilik testleri ile analiz edilmistir.



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Likenin Toplanmasi

Physcia tenella liken 6rnegi 22.09.2024 tarihinde Yozgat Camlik Milli Parki’'ndan 39° 48’
18" K 34° 48’ 38" D koordinatlarindan 1500 metre rakimdan toplanmistir. Ornekler Yozgat

Bozok Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Liken Herbaryumunda muhafaza edilmektedir.
3.2. Likenin Ekstrakte Edilmesi

Liken 6rnegi, 10 g agirliginda alinip, havanda tamamen toz haline gelene kadar ezilmistir.
Ardindan toz halindeki likenler, %70 metanol ile Kocakaya ve arkadaslarinin (2021)
Onerdigi ekstraksiyon metoduna uygun olarak islenmistir. Elde edilen sivi, siiziildiikten
sonra doner buharlastiricida, azaltilmis basing altinda yogunlastirilmigtir. Kuru ekstraktlar,
deneyler yapilana kadar -20 °C'de depolanmustir. Ekstraktlar, testler i¢in steril bir ortamda
%70’1ik alkolle c¢ozilmiis ve c¢ozeltinin gerekli yogunlugu, besi yeri kullanilarak
ayarlanmistir. Plaka yilizeyinde temiz bir goriiniim elde etmek ve partikiil kirlenmesini
engellemek amaciyla hazirlanan liken ¢ozeltisi 0,22 mikronluk filtre ile siiziilerek

incelenmeye alinmistir (Kocakaya vd., 2022).

Tablo 3.1. Liken Ekstrakte Edilmesi

STOK 2000 pg /ml
1-) 2000 ug. V1=200 pg. 225mL
2-) 22,5 mL stoktan alinir, 177,5 dH,O eklenir.

Not: Liken dozu iizerine yarisi kadarda
H>0, eklendiginde i¢in 200 pg lik ¢ozelti

100 pg olacak sekide seyreltilmis olur.




3.3. Liken Dozu Hazirlanisi

Tablo 3.2. H,0, ve Liken Dozunun Hazirlanigt

H20: 1 mol H202 stok %37’lik H20zicerisinden | 10 pl tamamlanir.
Hazirlamis1 cozeltisi icin 1,02 il almir,
1-) 200 pM H,0: cozeltisi 1000 uM * V1=200 pM*50 pl
icin
2-) 100 uM H20; ¢ozeltisi 25 ul, 200 uM den alinir. 25 ul dH20 eklenir
icin
4-) 50 M H,0; ¢ozeltisi 25 pl, 100 uM den alinir. 25 pl dH20 eklenir
icin
5-) 25 uM H,0; ¢ozeltisi 25 pl, 50 pM den alinr. 25 pul dH20 eklenir
icin
6-) 10 uM H20: ¢ozeltisi 25 pl, 20 uM den alinur. 25 pl dH20 eklenir
icin
7-) 5 UM H20; 25 ul, 10 uM den alinur. 25 pl dH20 eklenir
Cozeltisi igin
8-) 1 uM H20, 25 ul, 5 uM den alinr. 25 pul dH20 eklenir
Cozeltisi igin

3.4. DNA Hasarmnin Tespiti: Komet Teknigi

1) Ornekler 1 ¢cm uzunlugunda kesilerek kiigiik parcalar halinde porselen kroze igerisine
koyulur. Orneklerin tizerine 2000 pl FTT ilave edip manyetik karistiricida hiicrelerin siviya

gecmesi saglanir.
2) Ornekler 20 dk. 4 'C’de buzdolabinda inkiibe edilir.

3) Inkiibasyonun ardindan her bir 6rnek temiz bir behere siringa siizek yardimiyla siiziiliir

bdylece FTT ile sogan kok uglari ayrilir.
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4) Mikrodalgada 1sitilan 0,65°lik Agaroz’dan 300 pl, daha once siiziilmiis 6rnekten 100 pl

alinarak hizli bir sekilde pipet edilir ve lam {lizerine yayilarak lamel ile kapatilir.
5) Agaroz ile kapatilan lamlar donmasi i¢in 4 °C buzdolabinda inkiibe edilir.

6) Lamlar buzdolabindan c¢ikartilip iizerindeki lameller yavasca siyrilir ve 5 dk lizis
bekletilir.

7) Lizis soliisyonundan ¢ikarilan 6rnekler 5 dk 6n elektroforez soliisyonunda bekletilir.

8) On elektroforez soliisyonundan ¢ikan &rnekler elektroforez tankina yerlestirilerek 250

Volt, 4 dk siireyle elektroforez islemi yapilir.

9) Elektroforez tankindan ¢ikan ornekler saf su icerisinde 3-4 dk bekletildikten sonra

kurutma kagidinin {izerine serilerek oda sicakliginda 10 dk kurumaya birakilir.

10) Orneklerin tizerine 80-100 pl seyreltik EtBr boyas1 damlatildiktan sonra 10 dk bekletilir
ve ardindan floresan mikroskobunda lamlar incelenir. Elde edilen sonuglarin
gorsellestirilmesi i¢in BAP Pro programinda goriintiiler ¢ekilir ve DNA kuyruk uzunlugu,

momenti hesaplanir (Ozkan vd., 2009).
3.5. Kromozomal Bozulmanin Tespiti: Asetokarmin Boyama Yontemi

Boyanin Hazirlanmasi:

c-) Karmen boyasi-----1 gr

1) Ilk asamada 1 cm uzunlugunda kesilmis sogan kok ucu parcalari, steril bir petri kabina
yerlestirilir ve {izerine onlar1 kaplayacak kadar asetokarmin boyasi plastik pipet ile

damlatilir.

2) Petri kaplar tahta tutacak ile tutularak egik bir sekilde daha 6nceden 250 °C ye 1sitilmis

manyetik 1sitic1 tizerinde 1sitictya degmeyecek sekilde 5 dk stireyle 1sitilir.

3) Petri kaplar 1siticiya degmeyecek ve igerisindeki asetokarmin boyasi kaynamayacak

sekilde manyetik karistiric1 tizerinde uygun mesafede tutulmalidir.
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4) Kok uglari pens ile kok sonlarindan tutulacak sekilde lam iizerine 1 veya 2 tane gelecek
sekilde alinir ve tizerine plastik pipet ile 1-2 damla asetokarmin boyasindan damlatilarak

lamel ile kapatilir.

5) Kapatilan preparat ilizerine tahta kalemin tersi ile yavas yavas vurularak kokiin

parcalanmasi ve yayilmasi saglanir.

6) Ezildikten sonra preparat igerisindeki boya hizli kurudugu i¢in goriintiilerin 1 saat iginde

1s1k mikroskobunda bakilarak ¢ekilir (Fiskesjo, 1985).
3.6. Canhilik Testi

Kontrol ve uygulama gruplarindan 24, 48 ve 72 saat olmak iizere sogan koklerinden esit
Olclilerde kok ornekleri alinir. Aliman kok oOrnekleri petri kaplar1 igerisine konularak
tizerlerine Evans Blue boyasi eklenir. 15 dk boyama gergeklestirilir. Boyay1 absorblayan
kokler 151k mikroskobunda yan yana gorlintiileri alinarak doza bagli olarak degisen hiicre

canlilig1 belirlenir (Jacyn Baker ve Mock, 1994).
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4. BULGULAR

4.1. Komet Testi Analiz Sonuglar:

P. tenella liken 6zt ve H202 uygulanan A. cepa kok hiicrelerinde gergeklestirilen komet
testi analiz sonuclari, DNA zincir kiriklarina bagli olarak olusan kuyruk DNA gdgiinii
gostermektedir. DNA hasar1 arttikca, elektroforez sirasinda hiicre ¢ekirdeginden ayrilan
DNA fragmentleri daha uzun kuyruk olusumuna neden olmaktadir. Artan H2O2 dozlarina
bakildiginda (0,5-200 uM) DNA kuyruk uzunlugunda artis gézlemlenmistir (Sekil 4.1).
Artan H20; toksisitesine karsi P. tenella liken ekstrakti sabit konsantrasyonda tutulup (100

pg) doz araliginda DNA kuyruk uzunlugunda belirgin bir kisalma belirlenmistir.

Sekil 4.1. P. tenella liken 6zitl ve H,O; artan dozlar1 uygulanan A. cepa kok meristem hiicrelerden alinan
Komet analizi. Kontrol (A), 0,5 uM H202ile 100 pg P. tenella liken 6ziitii uygulanan doz (B), 1 uM H»0:ile
100 ug P. tenella liken 6ziitii uygulanan doz (C), 5 uM H20zile 100 ug P. tenella liken 6ziitl uygulanan doz
(D), 10 uM Hz02ile 100 ug P. tenella liken 6ziitii uygulanan doz (E), 25 uM H20;ile 100 pg P. tenella liken
Oziitii uygulanan doz (F), 50 uM H20;ile 100 ug P. tenella liken 6ziitii uygulanan doz (G), 100 uM H20z ile
100 pg P. tenella liken 6ziitii uygulanan doz (H), 200 uM H»0;ile 100 pg P. tenella liken 6z{tl uygulanan doz

).



4.2. Kromozomal Bozulmanin Tespiti: Asetokarmin Boyama Yoéntemi Sonuclari

H202’nin artan dozlarinda daginik kromozom, anafazda yapisma, kromozom kaymasi,
kromozom pargalar1, kromozom kopriisii, anafazda yapigma, C-mitoz gibi anomaliler cok
fazla gorilurken artan dozlarda H20> ve liken uygulanan gruplarda kromozom anomalileri
coklu nikleer lezyon ve kromozom yapismasi gibi daha az gesit anomali tespit edilmistir
(Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Artan dozlarda H,O, uygulanan A. cepa kok meristem hiicrelerindeki kromozom anomalisi (A)
Daginik Kromozom, (B) Anafazda Yapisma, (C) Kromozom Kaymasi, (D) Kromozom Pargalari, (E)
Kromozom Koprisu, (F) Anafazda Yapisma, (G) C-Mitoz, ile artan dozlarda H,O. ve liken uygulanan
gruplarda kromozom anomalileri (H) Normal Metafaz, (1) Anafaz, (J) Coklu Nikleer Lezyon, (K) Kromozom
yapismasi.
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4.3. Canlilik Testi Yontemi Sonuclar:

H20. ve P. tenella 6ziitii ile muamele edilen gruplar ve kontrol grubu arasinda kok
hiicrelerinin canliligini karsilastirmak i¢in canlilik testi uygulanmistir. Canliligini yitiren
hlcreler Evans mavisini yogun bir sekilde absorbe ederken canli hiicreler ¢ok az veya hig
boyama gdstermemistir. Farkli uygulama dozlarinda boyanin hiicreler tarafindan alinma
durumu temel alinarak H202 'nin neden oldugu A. cepa kék meristem hiicre 6lumi ve P.
tenella oziitiiniin koruyucu etkisi degerlendirilmistir. Karsilastirmali analiz sonucunda, P.
tenella 6ziitiiniin 25 uM’ye kadar olan konsantrasyonlar da hiicre canliligini korudugu tespit
edilmistir. Ancak, 50 uM ve iizerindeki konsantrasyonlar da boyanma yogunlugunda
belirgin bir artis gozlemlenmis ve hiicrelerin canliligini kaybettigi goriilmiistiir. Bu bulgular,
P. tenella 6ziitiiniin diisiikk dozlarda meristematik kok hiicreler tizerinde koruyucu bir etkiye

sahip oldugunu, ancak bu etkinin yiiksek dozlarda azaldigini gostermektedir (Sekil 4.3).

> A B C
L4 -
J ‘ 5
— — — _ —
D E F
—— —
G H " I

Sekil 4.3. P. tenella liken 6zt ve H,0, dozlarinin A. cepa kokleri Gizerinde histokimyasal boya ile canliliginin
gosterilmesi. Kontrol (A), 0,5 uM H>0zile 100 pg P. tenella liken 6zutu uygulanan doz (B), 1 uM H0-ile
100 pg P. tenella liken 6ziiti uygulanan doz (C), 5 uM H20-ile 100 pg P. tenella liken 6zt uygulanan doz
(D), 10 uM H20zile 100 pg P. tenella liken 6ziitii uygulanan doz (E), 25 uM H20-ile 100 pg P. tenella liken
Oziitli uygulanan doz (F), 50 uM H>Ozile 100 pg P. tenella liken 6ziitii uygulanan doz (G), 100 pM H0-ile
100 pg P. tenella liken 6ziitii uygulanan doz (H), 200 uM H»0;ile 100 pg P. tenella liken 6z{tl uygulanan doz
.
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5. TARTISMA

Mantarlar ve algler arasindaki simbiyotik iliskileri ile karakterize edilen likenlerin benzersiz
fizyolojisi, daha fazla galisilmasi gereken alanlardandir. P. tenella, morfolojik ve kimyasal
Ozellikleri sayesinde hem ekolojik hem de biyoteknolojik alanlarda genis bir uygulama
araligina sahiptir. Ozellikle hava kirliliginin kontroliinde kullanilan bu tiir, kiikiirt dioksit ve

azot oksitler gibi gazlarin belirtilerinde 6nemli bir aragtir (Sigal ve Nash, 1983).

Yapilan bir ¢alismada, Hypogymnia physodes likeninin 24 saatlik bir maruz kalma stresi
boyunca kadmiyum (Cd) kaynakli toksisiteye karsi kalsiyumun (Ca) koruyucu roli
arastirilmig ve likenlerin agir metal stresine karsi metabolik, fizyolojik tepkilerinin ve
kalsiyum kanallar1 ve tasiyicilarinin agir metal alimini azaltmada rol oynadigini tespit
etmislerdir. Bu ¢alisma likenlerin oksidatif strese karsi koymak ve metabolik homeostazi
korumak igin kalsiyum aracili mekanizmalar kullandigini gostermektedir (Kovacik vd.,
2020). lyi bilinen bir reaktif oksijen tiirii (ROS) olan hidrojen peroksit, hiicresel redoks
dengesini bozarak oksidatif stresi indikler ve lipid peroksidasyonuna, protein
oksidasyonuna ve DNA hasarina yol acar. Xanthoria elegans'tan elde edilen
polisakkaritlerin hepatoprotektif potansiyelini, antioksidan aktivitelerine ve oksidatif stres
kaynakl1 hiicresel hasarla miicadeledeki etki mekanizmalarina odaklanarak arastirilmistir.
Karaciger hastaliklarinin tedavisi igin bilinen geleneksel bir Cin tibbi kaynag: olarak X.
elegans, ozellikle biyoaktif polisakkarit fraksiyonlar1 farmakoloji alaninda ilgi gérmektedir.
Bu ¢alisma, X. elegans likeninden elde edilen bir polisakkarit fraksiyonu olan XEP-70'in
glicll antioksidan aktivite sergiledigini ve Nrf2/Keapl/ARE yolaginin aktivasyonu yoluyla
hepatik stellat hiicrelerini oksidatif hasara kars1 korudugu gosterilmistir (Zhou vd., 2024).

Likenlerin olumsuz kosullarda iiretmis oldugu sekonder metabolitlerin toksik ajanlanlari
piirifiye ettigi ve azalttigi bilinmektedir. Bunun iizerine yapilan bir ¢alismada Physcia
adscendens’in Cd stresine karsi proteomik tepkisi ortaya konulmus ve farkli maruziyet
donemlerinde stresle iligkili proteinlerin dinamik bir sekilde diizenlendigi dinamik ve
zamana bagli bir proteomik adaptasyon yoluyla yanit verdigi gosterilmistir. Likenin dogal
olarak gostermis oldugu savunma mekanizmasi stres toleransi ve detoksifikasyon
mekanizmalari arasinda bir denge oldugunu yansitmaktadir. Bu bulgular, likenin agir metal

direncini anlamamiza katkida bulunmakta ve liken bazli ¢evresel izleme ve biyoremediasyon
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uygulamalarina yonelik gelecekteki arastirmalar igin bir temel saglamaktadir (Rustichelli

vd., 2008).

Yapilan baska bir calismada ise Endonezya yapraksi likenleri Physcia millegrana, Parmelia
dilatata ve Parmelia aurulenta’dan elde edilen sekonder metabolitlerin sitotoksik
potansiyeline iliskin yeni bilgiler sunulmustur. Sitotoksisite deneyleri liken sekonder
bilesiklerinin kanser hiicre hatlarina kars1 en yiiksek toksisiteyi sergiledigini ortaya

koymustur (Nugraha vd., 2020).

Ramalina celastri (usnik asit) ve Stereocaulon ramulosum (atranorin ve perlatolik asit
karigimi) likenlerinden elde edilen ikincil metabolitlerin aposimbiyotik olarak yetistirilen
fotobiyont Asterochloris erici {lizerindeki fitotoksik etkileri aragtirtlmigtir. Bulgular, liken
sekonder metabolitlerinin sitotoksisite mekanizmalarini ve bunlarin liken simbiyozu ve iki
liken Oziitii arasinda gozlemlenen cevre dengesi Uzerindeki etkilerini, mikobiyontlar ve
fotobiyontlar arasindaki dengeyi diizenlemedeki belirgin rolleri belirlenmistir. Bu ¢aligsma
likenlerde bulunan bilesiklerin sitotoksik ve fitotoksik mekanizmalar yoluyla simbiyotik
etkilesimleri modiile etme kabiliyeti, dis stres faktorlerine karsi koruyucu ajanlar ve i¢
simbiyozun diizenleyicileri olarak ikili ekolojik islevlerini vurgulamaktadir. Bu g¢aligma
liken sekonder metabolitlerinin fitotoksisitesinin ve likenlerdeki simbiyotik dinamikler
uzerindeki etkilerini oksidatif stresi indiikleyerek ve metabolik yollar1 degistirerek, bu
bilesiklerin mikobiyontlar ve fotobiyontlar arasindaki hassas dengenin korunmasinda

6nemli bir rol oynadigimi gostermektedir (Backor vd., 2024).

H202 maruziyeti, hiicre hatlarinda, artan ROS iiretimi, glutatyon antioksidan sistemindeki
bozulmalar, yiiksek lipid peroksidasyon seviyeleri ve apoptotik yolaklarin aktivasyonu ile
ortaya konulan ve oksidatif stres aracili sitotoksisite degerlendirilen bir ¢aligmada, hidrojen
peroksit tarafindan indiiklenen oksidatif stres baglaminda likenlerden, ozellikle Evernia
prunastri (evernik asit) ve Usnea ghattensis'ten (usnik asit) Gretilen ikincil metabolitlerin
sitoprotektif Ozelliklerini ve antioksidan mekanizmalarini vurgulamaktadir. Bu bulgular,
Ozellikle merkezi sinir sistemi (MSS) benzeri hiicre modellerinde oksidatif hasarin
azaltilmasinda liken metabolitlerinin farmakolojik potansiyeli Uzerine giderek artan

arastirmalara katkida bulunmaktadir (Fernandez-Moriano vd., 2017a).
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Cetraria islandica’dan elde edilen ikincil bir metabolit olan fumarprotocetraric asidin
(FUM) noroprotektif potansiyelini arastirmakta ve glial ve ndronal hiicre modellerinde
hidrojen peroksit kaynakli oksidatif strese (OS) kars1 antioksidan ve sitoprotektif etkilerini
vurgulayan bir ¢aligmada OS aracili hiicresel hasar1 azaltmada umut verici bir terapdtik ajan
olarak FUM'un rolii belirlenmistir. Hiicre hatlarinda H2O2’nin sitotoksik etkilerini etkili bir
sekilde hafifletmistir. Optimum konsantrasyonlarda FUM ile 6n muamele, oksidatif stresin
ayirt edici gostergeleri olan hiicre i¢i ROS birikimini ve lipid peroksidasyonunu azaltarak
hiicre canliligini artirmigtir. Bu, dogal redoks modiilatorleri olarak hizmet eden likenlerden
elde edilen ikincil metabolitlerin giicli antioksidan Ozelliklerini vurgulayan bu calisma,
hidrojen peroksit kaynakli toksik hasar ve liken 6ziitiiniin koruyucu roliinii desteklemektedir
(Fernandez-Moriano vd., 2017b).

Bir baska calismada, liken turevi bir ikincil metabolit olan vulpinik asidin oksidatif stres
kaynakli endotelyal hasara karsi potansiyel koruyucu roliinii vurgulamaktadir. Bulgular,
vulpinik asidin hidrojen peroksit ile indiiklenen sitotoksisiteyi etkili bir sekilde azalttigini ve
ateroskleroz gibi oksidatif stresle iliskili vaskiiler hastaliklar icin terapotik bir ajan olarak
potansiyelini ortaya koydugunu gostermektedir. Bu bulgular liken sekonder metobolitlerinin
oksidatif stresle iligkili hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi igin bir aday olma potansiyelini
desteklemektedir (Sahin vd., 2019).

Antarktika likeni Ramalina terebrata likeni iizerinde yapilan bir ¢alismada likenden izole
edilen yeni bir ikincil metabolit olan ramalinin guclu antioksidan o6zelliklerini
vurgulamaktadir. Bulgular, ramalinin biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), askorbik asit ve kojik asit gibi iyi bilinen antioksidanlardan énemli
o6l¢iide daha yiiksek serbest radikal temizleme aktivitesi sergiledigini gostermektedir. Sonug
olarak, bu ¢alisma ramalini giiglii serbest radikal siipiirme aktivitesine ve hucre i¢i oksidatif
stresi azaltmaya sahip gucli bir antioksidan olarak ortaya koymaktadir. Makrofaj
hlcrelerindeki H202 seviyelerini 6nemli 6lglide azaltma kabiliyeti likenlerin oksidatif stres

ile ilgkili dnemli bir role sahip oldugunu gostermektedir (Paudel vd., 2011).

Likenlerde bulunan sekonder metabolitlerden biri olan usnik asit ile ilgili bir ¢alismada,
hepatositlerde sitotoksik etki likenlerde bulunan sekonder bir metabolit olan usnik asit ile

degerlendirilmistir. Bu ¢alisma usnik asidin mitokondriyal disfonksiyonu, oksidatif stresi ve
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ATP tilkenmesini indiikleyerek yaygin hepatosit nekrozuna yol acan gii¢lii bir hepatotoksin
oldugunu gostermektedir (Han vd., 2004).

Allium cepa test yontemleri kullanilarak Cladonia foliacae (CF) liken ekstresinin hidrojen
peroksit (H202) kaynakli toksik etkilere karsi koruyucu potansiyeli incelenmistir. Artan
H202 konsantrasyonlari, mitotik indeksin azalmasina, kromozom aberasyonlarinin
artmasma ve DNA hasarinin siddetlenmesine neden olmustur. CF ekstresi uygulamasi,
H202'nin neden oldugu hiicresel ve genotoksik hasar1 6nemli 6l¢lide azaltmis, ancak tam
koruma saglayamamistir. Elde edilen bulgular, CF'nin antioksidan ve koruyucu
ozelliklerinin, oksidatif stresin etkilerini hafifletmede potansiyel bir rol oynadigini

gostermektedir (Pandir vd., 2018).

Bir baska c¢alismada, Alfametrinin A. cepa kok hiicrelerinde DNA hasar1 tizerindeki
etkilerinin  komet testi kullanilarak incelendigi bir c¢alismada, artan Alfametrin
konsantrasyonlarina bagli olarak DNA hasarimin belirgin sekilde arttigi gosterilmistir.
Ozellikle, kuyruk uzunlugu ve kuyruk DNA yiizdesindeki artis, Alfametrinin genotoksik
etkisini agik bir sekilde ortaya koymustur (Gul vd., 2022). Bir reaktif oksijen tiiri olan
H202'nin oksidatif stresi indiikledigi, lipid peroksidasyonu ve DNA hasar1 yoluyla hiicresel
hasara yol agtig1 bilinmektedir. Bu ¢alismanin genetoksisite sonuglari, A. cepa hiicrelerinde
H202'nin genotoksik potansiyelini ve artan kromozomal anomalileri ortaya koymustur.
Asetokarmin boyama yontemiyle belirlenen kromozomal sapmalar ve komet testi bulgulari,
DNA hasarinin 6nemli diizeyde arttigini1 gostermistir. H2O2 uygulanan hiicrelerde kuyruk
DNA'sinin artan yiizdesi ve kuyruk uzunlugunun ¢ok daha belirgin hale gelmesi, DNA'nin
ciddi zarar gordiginii dogrulamaktadir. Bununla birlikte P. tenella ekstraktinin
uygulanmasi, H20: ile indiklenen A. cepa kdk meristematik htcrelerinde kromozomal
sapmalarin ve DNA hasarinin doza bagl olarak azaldigini ortaya koymustur. Bu durum, P.
tenella oziitiiniin ROS'u noétralize edebilen ve oksidatif hasari azaltabilen antioksidan

Ozelliklere sahip biyoaktif bilesiklere sahip olabilecegini gostermektedir (Gul vd., 2022).

Hiicre canliligini degerlendirmek amaciyla A. cepa kokleri izerinde Evans mavisi boyama
yontemi kullanilmistir. Kontrol ve bunlarin uygulama gruplarina ait 10 milimetre
uzunlugundaki kokler, N,N-dimetilformamid i¢inde isleme tabi tutulmus ve %0.25 (w/v)
Evans mavisi ¢ozeltisi ile boyanmustir. Olii hiicreler mavi renk alirken, canli hiicreler boyayi

almamis ve dogal renklerini korumustur. Stereo mikroskop altinda yapilan gézlemler, artan
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toksik etkiye bagli olarak hiicre 6liimlerinde belirgin bir artis oldugunu ortaya koymustur.
Bu bulgular, A. cepa test sisteminin hiicre canlilig1 ve toksisite degerlendirmelerinde etkili
bir model oldugunu gostermektedir. Bu ¢alisma, toksik maddelerin hiicresel diizeydeki
etkilerinin anlagilmasina o6nemli katki saglamaktadir (Kog, 2018). H.O: kaynakli
sitotoksisite, Evans mavisi canlilik testi uygulanarak degerlendirilmis ve hiicrelerin
canliligina dair gostergeler ortaya konmustur. P. tenella 6zitl uygulanan hiicrelerde likenin
koruyucu rolii farkli dozlarda H,O, muamele edilen kok meristematik hiicrelerinin boyay1
absorbe edip etmemesine gore ortaya koyulmustur. Yiiksek dozlarda uygulanan H2O2 kok
meristematik hiicrelerini deforme ederek boyanin tamamini absorbe etmesine neden olmus
ve kokler koyu renkli boyanmistir. Bu durum, hiicrelerin canliligini kaybettigini ve yapisal
bozukluklarin meydana geldigini gostermektedir. P. tenella likeni, farkli doz gruplarinda
sitotoksisiteyi azaltan bir etki gostermis ve 25 uM konsantrasyonuna kadar hiicre canliligini
desteklemistir. 25 pM altinda test edilen doz gruplarinda, koklerin boyay1 absorbe etmedigi
ve beyaz kisimlarin belirgin oldugu gézlemlenmistir. Ancak 50 uM, 100 uM ve 200 pM
gibi daha yiiksek dozlarda, hiicresel canliligin kayboldugu ve likenin koruyucu etkisinin

ortadan kalktig1 belirlenmistir (Kog, 2018).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi P. tenella ekstraktinin A. cepa kOk meristematik hucrelerinde H20-
kaynakl1 sitotoksisite ve genotoksisiteye karsi koruyucu etkilerini arastirmaktir. Elde edilen
bulgular P. tenella ekstraktinin HoO2 kaynakli toksikolojik degisikliklere karsi koruyucu

rolini belirli dozlarda ortaya koymaktadir.

Bu bulgular bir araya getirildiginde, P. tenella ekstraktinin belirli dozlarda sitotoksisite ve
genotoksisiteyi azaltici bir etkiye sahip oldugu, ancak yiiksek dozlarda koruyucu etkisinin
ortadan kalktig1 sonucuna varilmistir. Bu nedenle, P. tenella'nin biyoaktif bilesiklerinin daha
detayli bir biokimyasal analizle incelenmesi ve bu bilesiklerin doza bagl etkinlik
mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmasi gerekmektedir. Bu c¢alismanin sonuglari, dogal
antioksidan kaynaklarmin oksidatif stresle iligkili zararlar1 azaltma potansiyelini
vurgulayarak gelecekteki farmakolojik ve toksikolojik arastirmalar i¢in 6nemli bir temel

olusturmaktadir.
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